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(57) Abstract: The invention relates to a cryopreservation method, according to which at least one sample is placed on a storage 
substrate, and position-specific sample data that characterizes attributes of the sample is stored. The invention also relates to a storage 
substrate for use in cryopreservation involving a method of the aforementioned type. 



(57) Zusammenfassung: Bei einem Verfahren zur Kryokonservierung werden auf einem Speichersubstrat mindestens eine Probe 
angeordnet und positionsspezifisch Probendaten, die fur Merkmale der Probe charakteristisch sind, gespeichert. Es wird auch ein 
Speichersubstrat zur Kryokonservierung mit eimem derartigen Verfahren beschrieben. 
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proben ist -dies kein Problem,, da Organ- oder Blutbehalter mit 
einer Beschriftung versehen werden konnen. Das Auffinden der 
Kryoproben erfolgt in Abhangigkeit vom Ablagesystem der jewei- 
ligen Kryobank. 

Bei kleinen Kryoproben in Form von gefrorenen Suspensionstrop- 
fen, Zellen, Zellaggregaten oder Zellbestandteilen ist die 
Identifizierung der Kryoproben erheblich problematischer , Eine 
Kryoprobe ware gegeniiber der Beschriftung vernachlassigbar 
klein. Oft besteht ein Interess,e an der Kryokonservierung ei- 
ner Vielzahl mikroskopisch kleiner Proben. Die Lagerung und 
Identifizierung von kleinen Kryoproben mit Beschriftung ware 
unpraktikabel . Des Weiteren liegen die kryokonservierten Zell- 
proben bei herkommlichen Konservierungstechniken, die auf dem 
Aufspruhen von Zellsuspensionen auf gekiihlte Oberflachen (sie- 
he.z. B. EP-B 0 475 409) beruht, in einem ungeordneten Zustand 
vor. Es konnen lediglich groftere Menge von Einzelproben unspe- 
zifisch gemeinsam konserviert werden. 

Bei den in EP-B 0 804 073 und DE-OS 199 21 236 beschriebenen 
Konservierungstechniken ist eine geordnete Ablage und spezifi- 
sche Bearbeitung selbst kleinster^ Proben auf Kryosubstraten 
moglich. Die Probenablage erfolgt bspw. unter Verwendung einer 
Mikrotropfenschusseinrichtung, die auf der Grundlage bestimm- 
ter Zielkoordinaten angesteuert wird. Die Proben befinden sich 
auf definierten Substratpositionen, an denen auch eine spezi- 
fische Vermessung von Probeneigenschaf ten und Identifizierung 
der Proben ermoglicht wird. Das Substrat kann mit einer Mar- 
kierung versehen sein, urn die Probenpositionen auf dem Sub- 
strat zu definieren. Beispielsweise wird in DE-OS 199 21 236 
fur die matrixartige Ablage von Kryoproben in geraden Zeilen 
und Spalten vorgeschlagen, das Substrat mit einer Bezeichnung 
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Ringbereich gebildet. Aus DE-OS 197 52 085 ist bekannt, diesen 
Ringbereich zu Speicherung von Probendaten auszugestalten . Der 
herkommliche Probentrager besitzt den Nachteil, lediglich zur 
Aufnahme von flussigen Proben und nicht fur die Kryokonservie- 
rung ausgelegt zu sein. Aufierdem stellt die Speicherung von 
Probendaten auf dem Innenring die selben Nachteile dar, wie 
die. o. g. Substratmarkierung . Es konnen zwar mehr Daten ge- 
speichert werden, die Zuordnung zu den einzelnen Proben ist 
jedoch nicht fehlerfrei moglich. 

Neben den genannten Nachteilen der herkommlichen Techniken 
gibt es des Weiteren den folgehden Grund fiir die bisher gering 
entwickelte Anwendung der Kryokonservierung insbesondere in 
der zellularen Biotechnologie . Wenn ein direktes Einfrieren 
biologischer Proben in einer fliissigeh Kuhlphase (z. B. Stick- 
stoff ) erfolgt, besteht ein Kontaminationsrisiko . Uber die 
Kuhlphase konnen Viren auf die Proben ubertragen werden. Urn 
dieses Risiko zu vermeiden, muss der Kontakt mit der flussigen 
Phase vermieden Oder fur eine dichte Abdeckung der Proben ge- 
sorgt werden. Dies ist bisher jedoch nicht in praktikabler 
Weise realisiert worden. 

Aus der Labortechnik sind Probentrager, z. B. in Form von Ob~ 
jekttragern oder Mikrotiterplatten bekannt, die mit Datenspei- 
chern ausgestattet sind. Diese herkommlichen Probentrager sind 
fiir eine Kryospeicherung nicht geeignet. Erstens sind sie le- 
diglich fiir eine Nutzung bei, Raumtemperatur oder einer Kuhl- 
schranktemperatur oberhalb des Gef rierpunkts von Wasser ausge- 
legt. Eine Verwendung bei tieferen Temperaturen war bisher 
nicht vorgesehen. Zweit.ens sind herkommliche Probentrager als 
Substrate fur Proben vorgesehen. Auf den Substraten erfolgt 
beispielsweise eine Behandlung, Manipulierung oder Kultivie- 
rung von Proben. Fur eine Lagerung oder Speicherung im konser- 
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die Ablage von Proben und Probendaten an g erne ins amen oder eng 
benachbarten oder aneinandergrenzenden Positionen des Substra- 
tes werden eine Reihe von Vorteilen erzielt. Die Probendaten 
sind durch ihre Ablageposition eindeutig den jeweiligen Proben 
zugeordnet. Eine Verwechslung der Probenzuordnung wird ausge- 
schlossen. Bei Entnahme von Proben konnen simultan am Ablage- 
ort die zugehorigen Daten abgelesen oder mit dem Speichermedi- 
um vom Substrat entfernt, so dass auch nach der Probenentnahme 
bei der weiteren Verarbeitung die Identif izierung der Probe 
und die Zuordnung der Probendaten sichergestellt ist. Es karin 
eine Entnahme von einzelnen Proben bei beliebigen Temperatu- 
ren, insbesondere auch im gefrorenen Zustand, erfolgen. 

Ein wesentlicher Fortschritt, der mit der Erfindung erzielt 
wird, besteht darin, dass erstmalig eine Verf ahrensweise und 
geeignete Vorrichtungen bereitgestellt werden, die optimal fur 
eine Speicherung, Konservierung oder Lagerung biologischer 
Proben uber lange Zeitraume (Monate und Jahre) bei tiefen Tem- 
peraturen (z. B. unterhalb -50°C) eingerichtet sind. Mit der 
Erfindung wird fur die Verwendung ' von Datenspeichern ein neuer 
Anwendungsbereich bei Betriebstemperaturen erschlossen, der 
vor der Erfindung nicht benutzt wurde. 

Anwendungsabhangig konnen die Probenablage und die Datenspei- 
cherung bei Raumtemperatur mit anschliefiender Abkuhlung zur 
jeweils erf orderlichen Konservierungstemperatur oder auch im 
gekuhlten Zustand erfolgen. Die Erfinder haben uberraschender- 
weise f estgestellt , dass sowohl ein Schreiben als auch ein Le- 
sen von Daten in oder aus an sich bekannten Speichermedien (z. 
B. optische Speicher, magnetische Speicher, elektromagnetische 
Speicher, FLASH-Speicher ) oder in speziell fur die Aufgaben 
der Kryospeicherung ausgelegten Speichermedien selbst bei Kon- 
servierungstemperaturen unterhalb des Gef rierpunktes des Was- 
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datenspeicher bilden einen festen Verbund, der zur Kryospei- • 
cherung losbar am Speichersubstrat befestigt ist. Um eine Pro- 
be vom Speichersubstrat zu entnehmen, wird das gesamte 
Kryospeicherelement vom Speichersubstrat gelost. Gegenstand 
der Erfindung ist auch das Kryospeicherelement an sich, das 
einen Probentrager zur Aufnahme einer Kryoprobe und einen Pro- 
bendatenspeicher zur Ablage zugehoriger Probendaten umfasst. 
Ein Speichersubstrat wird gemaft einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form der Erfindung durch einen Grundkorper, der vorzugsweise 
eine flachige Gestalt besitzt, mit einer Vielzahl von Kry- 
ospeicherelementen gebildet. Das Speichersubstrat kann anweri- 
dungsabhangig eine vorbestimmte 2- oder 3-dimensionale geomet- 
rische Form besitzen. Gemaii bevorzugter Ausf uhrungsf ormen der 
Erf indung ' hat der Grundkorper des Speichersubstrates die Ges- 
talt einer optischen Speicherplatte (CD-ROM) , in die die Kry- 
ospeicherelemente integriert sind, oder mindestens einer Lei- 
terplatte, auf der die Kryospeicherelemente wie elektrische 
Schaltkreise (Chips) aufgesetzt sind. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren .zum Betreiben 
einer Kryobank mit einer Vielzahl von Speichersubstraten . Auf 
mindestens einem Speichersubstrat werden eine Vielzahl von 
Proben abgelegt, die bspw. zu einem Organismus (Probanden) ge- 
horen. Die Proben umfassen bspw. eine oder mehrere spezifische 
Zellen des Probanden (z. B. Stammzellen, Gewebezellen) . Die 
Ablage der Proben erfolgt zunachst gemeinsam mit den proben- 
spezifischen Daten, insbesondere Daten zur Identif izierung der 
Art der Proben und des Probanden, des Konservierungszeitpunk- 
tes und der zum Zeitpunkt der Konservierung vorliegenden Mess- 
daten. Im Verlauf des Betriebes der Kryobank werden Proben ge- 
meinsam mit den zugehorigen Probendaten fur Messzwecke, dia- 
gnostische Aufgaben oder therapeutische Verfahren entnommen 
und/oder weitere Proben oder Probendaten erganzt. Die Proben- 
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so dass die Historie einer Probe rekapituliert werden kann. 
Dies stellt einen besonderen Vorteil bei medizinischen Anwen- 
dungen der Erf indung dar . 

Erf indungsgemafle Kryospeicherelemente werden vorzugsweise un- 
ter Verwendung tief temperaturvertraglichen Kunststof fmaterial 
hergestellt, das einerseits den Probentrager und andererseits 
eine Einbettung fur den Probendatenspeicher bildet. f Das Kunst 
stof fmaterial kann ohne Veranderung und ohne Schaden wieder- 
holte Temperaturwechsel toleriere'n. Es wird vorzugsweise ein 
Kunst stof fmaterial verwendet, dessen Wasserauf nahmef ahigkeit 
< 1 % der Eigenmasse, insbesondere < 0.1 % der Eigenmasse be- 
tragt. Erf indungsgemafte Kryospeicherelemente basieren bei- 
spielsweise auf Polyurethan, Polytetraf luorethylen oder Poly- 
ethylen. Erf indungsgemafie Speichersubstrate besitzen vorteil- 
hafterweise eine hohe mechanische Stabilitat und Langzeithalt 
barkeit. Die erfindungsgemalie Kryospeicherung ermoglicht. erst 
malig eine sichere Ablage von biologischen Proben uber Jahr- 
zehnte. Eine Kryobank kann uber die gesamte Lebensdauer eines 
Probanden, z. B. fiir die Dauer eines Menschenalters, zuverlas 
sig betrieben werden. Das Speichersubstrat besitzt einen rela 
tiv einfachen Aufbau, der einen massenhaf ten Einsatz von Spei 
chersubstraten in Kryobanken ermoglicht. 

Die Erfindung besitzt auch Vorteile in Bezug auf das genannte 
Kontaminationsrisiko . Die erf indungsgemaften Speichersubstrate 
ermoglichen eine Reihe von ujrten erlauterten MaBnamen, mit de 
nen verhindert wird, dass ein fliissiges Kiihlmedium direkt mit 
den Proben in Verbindung kommt. Ein virale Kontamination uber 
die Kiihlphase wird vermieden. Es wird auch der Niederschlag 
von Wasser oder anderen Substanzen auf den Proben ausgeschlos- 
sen. 
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strates gemafl einer ersten Ausf iihrungsf orm 
der Erfindung, 



Figur 2 



eine schematische Illustration der Proben- 
entnahme von einem Speichersubstrat gemaU 
Figur l r 



Figuren 3 bis 7 



schematische Draufsichten auf verschiede- 
nen Gestaltungen von Proben- und Spei- 
cheranordnungen auf einem Speichersub- 
strat,, 



Figur 8 



eine schematische Schnittansicht eines 
Teils eines Speichersubstrates gemafl einer 
zweiten Ausf Iihrungsf orm der Erfindung, 



Figur 9 



schematische Ansichten verschiedener geo- 
metrischer Anordnungen von Kryospeicher- 
elementen, 



Figur 10 



eine schematische Schnittansicht eines 
Teils eines Speichersubstrates gemafi einer 
dritten Ausfuhrungsf orm der Erfindung, 



Figur 11 



eine Illustration der Entnahme von Kryo- 
speicherelementen aus einem erf indungsge- 
maften Speichersubstrat gemaft einer vierten 
Ausf iihrungsf orm der Erfindung, 



Figur 12 



eine schematische Illustration einer fo- 
lienformigen Abdeckung an einem erfin- 
dungsgemaJien Speichersubstrat, 
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Speicherung von Probendaten vorgenommen, die fur Merkmale der 
Kryoprobe charakteristisch sind. Die Speicherung der Probenda- 
ten erfolgt positionsspezif isch in einem Probendatenspeicher 
vorzugsweise an der Ablageposition der jeweiligen Probe. Der 
Verbund aus einem Probentrager zur Aufnahme einer Kryoprobe 
und einem Probendatenspeicher zur Ablage zugehoriger Probenda- 
ten wird als Kryospeicherelement bezeichnet. Ein erf indungsge- 
maJJes Speichersubstrat wird vorzugsweise durch einen Grundkor- 
per, der vorzugsweise eine flachige Gestalt besitzt, mit einer 
Vielzahl von Kryospeicherelementen gebildet. 

Bei der in Figur 1 dargestellten ersten Ausf uhrungsf orm eines . 
erf indungsgemafien Speichersubstrates 100 ist ein Grundkorper 
110 vorgesehen, der eine Vielzahl von Kryospeicherelementen 
120 tragt, Der Grundkorper 110 (ausschnittsweise dargestellt) 
besitzt typische Dimensionen wie z. B. eine optische lesba- 
re/beschreibbare Speicherplatte (im Folgenden: CD, Durchmesser 
z.- B. rund 12 cm) . Zur. Aufnahme der Kryospeicherelemente 120 
besitzt der Grundkorper 110 Durchtrittof f nungen 111, in denen 
die Kryospeicherelemente in Art einer Presspassung sitzen. Auf 
einer Seite des Grundkorpers 110 ist ein schichtf ormiges Spei- 
chermedium 112 angeordnet. Das Speichermedium 112 ist eine Da~ 
tenschicht, wie sie von herkommlichen CD's bekannt und zum 
Schreiben und Lesen von Daten geeignet ist. Das Speichermedium 
112 ist vorzugsweise zum optischen Schreiben („Brennen N> ) und 
Lesen der Daten ausgelegt, Es kann aber auch ein magnetisches 
oder ein topographisches Speichermedium vorgesehen sein ; . Auf 
dem Speichermedium 112 ist ggf. eine Schutzschicht vorgesehen 
(nicht dargestellt) . 

Das Speichermedium 112 umfasst Schichtbereiche, die auf dem 
Grundkorper 110 aufliegen und als Basisspeicher 113 dienen, 
und Bereiche, die zu den Kryospeicherelementen 120 gehoren und 
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die empfindlich gegenuber radioaktiver Strahlung oder'uner- 
wiinschten Temperaturerhohungen sind. Eine Kontrolle der Son- 
denproben ermoglicht eine Ober-priif ung des Lagerungszustandes 
des Speicher substrates in einer Kryobank. 

Uber den Kryoproben 130 ist eine Abdeckfolie 114 angeordnet, 
die der Vermeidung von Kontaminationen aus dem Kiihlmedium ode 
aus der sonstigen Umgebung dient. Typische Dimensionen der 
Probenaufnahmen 123 sind bspw. 0.1 bis 3 mm. Die Gesamtdicke 
des Speichersubstrates 100 betragt bspw. rd. 2 mm. 

Zur erf indungsgemailen Kryospeicherung von Proben wird ein 
Speichersubs.trat 100 (ohne die Abdeckfolie 114) zunachst mit 
den Kryoproben und ggf. Ref erenzproben beschickt. Die Beschi- 
ckung erfolgt bspw. mit einer Mikrotropf enschusseinrichtung, 
wie es in EP-B 0 804 073 beschrieben ist. Die Proben werden 
als Mikrotropfen im gekuhlten Zustand des Speichersubstrates 
100 gezielt auf die Probenaufnahmen 123 aufgeschossen, wo sie 
beim Auftreffen festfrieren. Ebenfalls im tief gekuhlten Zu- 
stand des Speichersubstrates 100 erfolgt ein Einschreiben 'z . 
B. Einbrennen) erster Probendaten in die Probendatenspeicher 
122. Nach Beschickung des Substrates erfolgt die Aufbringung 
der Abdeckfolie 114 und die Einbringung des Speichesubstrates 
100 in eine Halterung unter den jeweiligen Kuhlbedingungen de 
verwendeten Kryokonservierungssystems . 

In Figur 2 ist die Entnahme yon Proben vom Speichersubstrat 
100 illustriert. Erf indungsgemaft erfolgt die Probenentnahme 
durch Abtrennen des jeweiligen Kryospeicherelementes 12 0 vom 
Grundkorper 110. Das Abtrennen erfolgt mit einer Stanzeinrich- 
tung 140 in Zusammenwirkung mit einer Stempeleinrichtung 150. 
Die Stanzeinrichtung. besitzt ein hohles Schneidwerkzeug 141, 
dessen Schneide 142 an die auflere Form der. Probenauf nahme 123 
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ben itiit den jeweiligen Kryospeicherelementen bleibt der Grund- 
korper ilO mit den freien Durchtrittsof f nungen 111 zuriick. 

Figur 4 zeigt eine abgewandelte Ausf uhrungsf orm mit kreisfor- 
migen Probenauf nahmen 123. Auf jeder Probenauf nahme 123 kann 
ein Tropfen mit einem Volumen von einigen mm 3 abgelegt werden. 
Jeder Tropfen kann bis zu 10 5 Zellen enthalten. Auf dem gesam- 
ten Speichersubstrat mit einem Durchmesser von ca. 12 cm kon- 
nen damit bis zu 10 8 Zellen abgelegt werden. 

Figur 5 zeigt eine abgewandelte Gestaltung mit kreisf ormigen 
Probenauf nahme 123 , die im Vergleich zu Figur 4 kleinere 
Durchmesser besitzen (z. B. 0.01 bis 1 mm). Die Gesamtzahl der 
Kryospeicherelemente auf dem Speichersubstrat 100 wird dadurch 
erhoht. Die Variabilitat bei der Probenentnahme steigt. 

Die in Figur 1 illustrierten Basisspeicher 113 konnen auch se- 
lektiv entsprechend bestimmter Bahnen im Speichermedium ange- 
ordnet sein. Dies ist in den. Figuren 6 (ringf ormige Speicher- 
bahnen) und 7 ( strahlf ormig ausgerichtete Speicherbahnen) il- 
lustriert. Mit den B.asisspeichern 113 erfolgt eine zusatzliche 
Fragmentierung des Speichersubstrates . 

Figur 8 illustriert ausschnittsweise eine abgewandelte Form 
eines Speichersubstrates 200 mit einem Grundkorper 210, der 
durch die Probentrager 221. der Kryospeicherelemente gebildet 
wird. Die Probentrager 221 besitzen auf einer Seite die Pro- 
bendatenspeicher 222 und auf der entgegengeset zten Seite die 
Probenauf nahmen 223. Die Probentrager 221 sind Formteile, z. 
B- aus Kunststoff oder einem Halbleitermaterial , in denen die 
Probenaufnahmen 223 als Ausnehmungen gebildet sind. Die Pro- 
bentrager 221 sind iiber Sollbruchstellen 224 miteinander ver- 
bunden. Die Probendatenspeicher 222 bilden eine auf der Unter- 
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nahmeschicht besteht aus einem Kunststof f material , das eine 
geringe Haftung zum Grundkorper 310 besitzt (z. B. aus PTFE 
Oder Kautschuk) . Die geringe Haftung ist insbesondere im Tief- 
temperaturbereich gegeben . 

Zur Abtrenhung einer Probe 330 wird die Probe mit der Proben- 
auf nahmeschicht mit einem geeigneten Werkzeug vom Grundkorper 
310 abgetrennt (z. B. abgehoben, abgehobelt, abgeschoben oder 
abgezogen) . Der Probendatenspeicher 322 verbleibt auf der Sub- 
stratunterseite. 

Die Proben 330 sind auch bei dieser Ausf uhrungsf orm mit einer 
Abdeckung 314 gegen Kontaminierungen geschutzt. Die Abdeckung 
314 wird durch einen Deckel gebildet, der gegemiber dem Grund- 
korper 310 tiber eine Ringdichtung 315 abgedichtet ist. 

In Figur 11 ist im oberen Teilbild in perspektivischer Ansicht 
ein Ausschnitt ■ eines Speichersubstrates 400 gemafi einer weite- 
ren Ausf uhrungsf orm der Erfindung dargestellt. Bei diesem 
Speichersubstrat sind die Kryospeicherelemente 420 in Form ei- 
ner Vorperf oration oder einer Presspassung im Grundkorper 410 
vorgesehen. Der Grundkorper 410 und die Kryospeicherelemente 
420 bilden eine ebene Platte, auf deren Unterseite das Spei- . 
chermedium 412 schichtf ormig angeordnet ist. Das Speichermedi- 
urn 412 (Datentragerfolie) kann ebenfalls vorperf oriert sein 
und befindet sich auf der Unterseite des Grundkorpers 410 mit 
der zum optischen Ein- und Auslesen von Daten erf orderliche'n 
Planaritat • . 

Im unteren Tei^Lbild von Figur 11 ist das Kryospeicherelement 
420 vergrofiert. dargestellt. Auf der Oberseite des Grundkorpers 
410, der hier den Probentrager 421 bildet, ist als Probenauf- 
nahme 423 eine Ausnehmung vorgesehen. In der Probenauf nahme 
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Die Abdeckung 414 kann auch Daten oder Markierungen zur Iden- 
tifizierung der Probe enthalten. GemaJJ abgewandelten Gestal- 
tungen kann ein aus weiteren Schichten gebildeter Aufbau der 
Abdeckung 414 vorgesehen sein. 

Das Prinzip der mehrschichtigen Abdeckung ist auch in Figur 13 
am Beispiel einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung ge- 
zeigt. Da Speichersubstrat 500 umfasst wiederum einen Grund- 
korper 510 mit pilzf ormigen Vorspriingen 511, auf denen die 
Probentrager 521 sitzen. Die Probentrager 521 sind Formteile 
jeweils mit einer Probenauf nahme 523 auf der Oberseite und ei- 
ner Fixierausnehmung 524 auf der Unterseite. Die Fixierausneh- 
mungen 524 und die Vdrsprunge 511 wirken wie Druckknopfe als 
losbare mechanische Verbindungen zusammen. Auf der zu den Pro- 
bentragern 521 entgegengesetzten Seite bef indet sich als Spei- 
chermedium 512 eine Datentragerschicht, die die Probendaten- 
speicher 522 bildet, die den jeweiligen Probentragern 521 zu- 
geordnet sind. Die Abdeckung 514 erfolgt nach dem Doppel- 
schichtprinzip, das in Figur 12 illustriert ist. 

Zur Entnahme eines Probentragers 521 im gefrorenen Zustand des 
Speichersubstrates 500 wird ein hobel- 'oder keilf ormiges Werk- 
zeug unter den. Probentrager 521 geschoben. Mit dem Werkzeug 
wird die Verbindung zwischen dem jeweiligen Vorsprung 511 und 
der Fixierausnehmung 524. gelost. Die Probe wird damit mit dem 
Probentrager 521 und Teilen der Abdeckung 514 vom Speichersub- 
strat 500 abgetrennt. Auch bei dieser Ausf uhrungsf orm geht bei 
der Abtrennung die Verbindung zum Probendatenspeicher 522 ver-. 
loren. Allerdings konnen Probendaten auch im entsprechenden 
Teil der Abdeckung 514 vorgesehen sein. 
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findung wird das Kryospeicherelement durch einen an sich be- 
kannten integrierten Schaltkreis (z: B. Speicherbaustein) ge- 
bildet. Der Schaltkreis enthalt als Probendatenspeicher 622 
mindestens einen RAM-Speicher . Das Kryospeicherelement 620. 
kann auch einen kompletten Rechnerschaltkreis enthalten, mit 
dem die Funktion des' Kryospeicherelements verwaltet wird und 
tiber den das Kryospeicherelement nach auflen kommuniziert . Der 
Probentrager 621 ist vorzugsweise in oder in Verbindung mit 
der Kunststoffabdeckung oder Verkapselung des integrierten 
Schaltkreises gebildet. 

Die Probenaufnahme 623 ist z. B. gemafl Fig. 15 eine Ausnehmung 
in der Kunststoffabdeckung. Bei einem herkommlichen Chip mit 
einer Grofle von 7 • 14 mm kann die Probenaufnahme 623 eine 
Grundflache von ca . 4 * 10 mm bei einer Tiefe von 1 mm besit- 
zen. Bei diesen Mafien konnen im Kryospeicherelement 620 bis zu 
flinf Millionen Zellen untergebracht werden. 

Auf dem Boden der Probenaufnahme 623 konnen zusatzliche Steu- 
ereinrichtungen zur Manipulierung der Probe Sensor- und/oder 
Anzeigeeinrichtungen 624 vorgesehen sein. Die Steuereinrich- 
tungen umfassen ggf. Ktihl- und Heizelemente, z. B. Peltier- 
Elemente, Widerstandsheizelemente, zur gesteuerten Abktihlung 
oder Erwarmung der Probe oder Materialmen mit erhohter Warme- 
kapazitat zur Reduzierung der Warmebelastung der Probe wahrend 
eines Chiptransportes . Als Anzeigeeinrichtung kann eine Licht- 
quelle vorgesehen sein, die bspw. einen bestimmten Zustand des 
Kryospeicherelements 620 bzw.. der Probe signalisiert oder die 
als Messlichtquelle fur Messungen an der Probe 630 dient . Zu~ 
satzlich ist das Kryospeicherelement 620 mit einer Abdeckung 
614 versehen, die die Probe von Kontamination, Verdunstung und 
Sublimation schutzt. .Die Abdeckung 614 ist bspw. eine Plastik- 
kappe, eine auf geschweiftte Folie oder ein anderes schichtfor- 
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selung 62 6 aufgebaut, in der ein Speicherschaltkreis und ggf . 
ein Rechnerschaltkreis angeordnet sind. Die Verkapselung 626 
besteht typischerweise aus einem Kunststof fmaterial . 

Der Probentrager 621 ist auf der Oberseite der Verkapselung 
626 befestigt oder als Teil der Verkapselung 626 gebildet. Der 
Probentrager 621 besteht aus einem Kunststof frahmen 627 , in 
den zur Probenauf nahme mindestens ein Kryobehalter 615 integ- 
riert ist. Der Kunststof frahmen 627 ist beispielsweise ein 
Spritzgussteil mit einer Gr6J3e entsprechend der Oberflache der 
Verkapselung 62 6. Die seit lichen Rahmenteile sind mit Bohrun- 
gen versehen, in denen die Kryobehalter 615 angeordnet sind. 

Jeder Kryobehalter 615 bildet mindestens eine langgestreckte 
Probenkammer. Die mindestens eine Probenkammer besitzt eine 
langgestreckte Form derart, dass der Innenquerschnitt wesent- 
lich kleiner als ihre Langsausdehnung ist. Als Probenkairanern 
sind beispielsweise Schlauche, Hohlnadeln, Kapillaren pder 
dgl. vorgesehen. Der Innendurchmesser einer Probenkammer liegt 
beispielsweise im Bereich von 5 pm bis 4 mm. Die Lange kann 
beispielsweise im Bereich von 0.5 cm bis 10 cm gewahlt sein. 
Der Quotient aus Querschnittsdurchmesser und Lange einer Pro- 
benkammer ist vorzugsweise kleiner als 1/10. Die Bereitstel- 
lung von mindestens einem Kryobehalter 615 in Rohr- oder 
Schlauchform besitzt die Vorteile einer schnellen Beschickung 
oder Leerung der Probenkammern, einer hohen Miniaturisierbar- 
keit und einer hohen Einf riergeschwindigkeit . 

Bei der in Fig. 17 illustrierten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
ist zunachst ein Kryobehalter 615 durch einen maanderf ormig in 
den Rahmen 62 7 eingelegten Schlauch (teilweise dargestellt) 
gebildet. Nach Beschickung des Kryobehalters 615 liber die 
Schlauchenden (siehe Pfeile) konnen die gestrichelt einge- 
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Anstelle eines durchgehenden und ggf . z.ugeschnittenen Schlau- 
ches gemafi Fig. 17 konnen als Probenauf nahme 623 auch eine 
Vielzahl rohrf ormiger Kryobehalter 615 aus eineiri starren Mate- 
rial vorgesehen sein, die quer (Fig. 17) oder parallel (Fig. 
18) zur Langsausrichtung des Kryoelemerits 620 ausgerichtet 
sind. Bei der Ausf uhrungsf orm gemafi Fig. 18 sind beispielswei- 
se 5 Kryobehalter 615 in die Verkapselung 626 integriert (ein- 
geschlossen) . Dies kann durch EingieBen der Kryobehalter 615 
in das Verkapselungsmaterial oder ein Aufkleben erfolgen. Die 
Kryobehalter 615 werden durch Hohlnadeln oder Kapillaren ge- 
bildet. 

Die Beschickung eines Kryobehalters 615 erfolgt, indem an ein 
Ende ein Unterdruck angelegt und uber das entgegengesetzte. 
Einlassende 617 die Kryoprobe aufgenommen wird. Anstelle der 
Ausubung des Unterdrucks kann auch eine Probenauf nahme unter 
Wirkung von Kapillarkraf ten im Innern des Kryobehalters 615 
vorgesehen sein. Insbesondere bei der Gestaltung gemaft Fig. 18 
konnen in die einzelnen Kryobehalter 615 gleiche oder ver-. 
schiedene Kryoproben 631, 632, ... aufgenommen werden. Die 
Kryobehalter 615 sind vorzugsweise derart voneinander 
beabstandet, dass die Einlassenden 617 entsprechend dem Format 
einer Mikro- oder Nanotiterplatte ausgerichtet sind. 

Gemafl einer alternative^ in Fig. 19 illustrierten Ausfuh- 
rungsform des erf indungsgemaBen Kryoelemerits 620 wird der 
Kryobehalter 615 des Probentragers 622 durch einen Schlauch 
gebildet, dessen Durchmesser in Langsrichtung des Schlauches 
veranderlich ist. Es wechseln sich Abschnitte 618 mit einem 
geringen Durchmesser und Teilkammern 619 ab, in denen der 
Schlauch erheblich verbreitert ist.- Der Kryobehalter 615 um- 
fasst eine Vielzahl von Teilkammern 619, die vorteilhaf terwei- 
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Einlassenden 617 in die Probenreservoire 710 ragen. Die Pro- 
benreservoire 710 sind beispielsweise Vorratsbehalter, in de- 
nen sich Proben nach der Gewinnung von einem Probanden bef in- 
den. Die Druckeinrichtung 720 umfasst einen ' Druckauf satz 721, 
der druckdicht auf die entgegengeset zten Enden der Kryobehal- 
ter 615 aufsetzbar ist, und eine Anschlussleitung 722, iiber 
die alle Kryobehalter 615 mit einem Unterdruck beauf schlagbar 
sind. Die Enden der Kryobehalter 615 sind vorzugsweise zur ge 
meinsamen Aufnahme des Druckauf sat zes 721 eingerichtet an ei- 
nem Rahmenteil angebracht. Sie korinen beispielsweise in der 
Oberflache des Rahmens 627 munden. Unter der Wirkung des Un- 
terdruckes werden Proben 630 in die Kryobehalter 615 gesogen. 

Nach der Beschickung des Probentragers 621 wird das Kryospei- 
cherelement 620 von der Ladeeinrichtung getrennt . Die Einlass 
enden 617 werden ggf. bis zum Rahmen 627 gekurzt. Das Kryo- 
speicherelement 620 wird auf ein Speichersubstrat 610 (siehe 
Fig. 14) aufgesetzt und mit diesem in eine Umgebung mit redu- 
zierter Temperatur, z. B. ein Kryogefali in einer Kryobank 
uberfiihrt. 

In Fig. 22 ist eine Moglichkeit der Probenentnahme von einem 
Kryospeicherelement 620 mit einem maanderf ormig gefiihrten 
Kryobehalter 615 illustriert. Die Teilproben 616 werden mit 
einer mechanischen Trenneinrichtung 400, z. B, einer Schneid- 
einrichtung, abgetrennt. Dies kann vorteilhaf terweise im Zu- 
stand reduzierter Temperatur erfolgen, so dass die ubrige Pro- 
be unverandert bleibt. 

In den Fig. 23 bis 26 sind Ausf uhrungsf ormen erf indungsgemaB 
verwendeter Kryospeicherelemente 620 gezeigt, bei denen im, Un- 
terschied zu den oben beschriebenen Ausf uhrungsf ormen der Pro- 
bentrager 621 nicht in eine Verkapselung des Speicherschalt- 
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In den Figuren 25 und 26 sind verschiedene Geometrien der ka- 
nalformigen Probenauf nahmen 623 in den Substraten 810 schema- 
tisch illustriert. Es konnen beispielsweise maanderf ormige 
oder U-formige Kanalformen mit verschiedenen Querschnittsdi- 
mensionen vorgesehen sein, die ggf . ineinander verschachtelt 
angeordnet sind. 

Die in den Figuren 14 bis 26 dargestellten Ausfuhrungsf ormen . 
der Erfindung besitzt eine Reihe von Vorteilen. Das Kiryospei- 
cherelement wird durch einen elektronischen Chip gebildet, der 
als Probendatenspeicher einen elektronisch von aufien be- 
schreibbaren und lesbaren Speicher enthalt . Eine temperaturab- 
hangige Justage eines Lese-/Schreibkopf es etwa wie bei einem 
CD-Speicher ist nicht erf orderlich. In dem Chip befindet sich 
mindestens eine Probenauf nahme entsprechend fur eine oder meh- 
rere Proben. Der Chip und/oder die Auf nahmef assung konnen mit 
einer elektronischen Schaltung zur Ansteuerung zusatzlicher 
Funktionselemente, Sensoren und/oder Alarmsystemen ausgestat- 
tet sein. Der in Figur 14 gezeigte Aufbau kann als dreidimen- 
sionales Mehrebenen-Kryosubstrat hergestellt werden 7 bei dem 
mehrere Leiterplatten 610 mit einer Vielzahl von Kryospeiche- ■ 
relementen ubereinander gestapelt werden. 

Die chipformigen Speicherelemente konnen problemlos im gefro- 
renen Zustand von der Leiterplatte entnommen und auf andere 
Leiterplatten, Messeinrichtungen oder Bearbeitungsstationen 
ubertragen werden, ohne dass die Probendaten verloren gehen. 
Die Kryospeicherelemente sind von aufien elektronisch adres- 
sierbar. 

Zusatzlich konnen zur Mehrf achabsicherung die Kryospeicherele- 
mente mit einer oder mehreren Kennungen, automat isch lesbaren 
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datenspeicher gegentiber den Umgebungsbedingungen bei der er- 
f indungsgemafien Kryokonservierung. 

Es ist ferner moglich, die Grundkorper und Kryospeicherelemen 
te eines Speichersubstrates einheitlich mit einem Farbton ode 
einem digitalen oder analogen Erkennungsmuster zu versehen, 
die jederzeit eine eindeutige Zuordnung beider Teile zulasst. 
Dies besitzt Vorteile fur eine automatisierbare optische Kon- 
trolle (z. B. Farb- und Codierungserf assung) . 

Auf dem erf indungsgemaften Kryospeicher konnen erstmals Proben 
daten in Kilobyte- bis Megabytebereich gespeichert werden. 
Dies ist insbesondere bei der Speicherung von Messergebnissen 
von Vorteil. 

Wahrend der Nut zungsdauer eines Speichersubstrates konnen je- 
derzeit Daten erganzt werden (Datenakkumulation) . Auf diese 
Weise lassen sich alle an den Proben erworbenen Daten bzw. al- 
le ausgefiihrten Manipulationen, Messungen, Behandlungen oder 
dergleichen liickenlos probenspezif isch dokumentieren . 

Es konnen spezifische Behandlungen der Proben insbesondere in 
den Chip-f6rmigen Speicherelementen selektiv mit einer Proze- 
durprogrammierung und -speicherung durchgef tihrt werden. Bei- 
spielsweise kann im Rahmen einer Kryokonservierung ein be- 
stimmtes Heiz-, Kuhl-, Mess-, Kontroll- und Alarm- 
/Anzeigeprogramm abgearbeitet und im Progammdatenspeicher do- 
kumentiert werden/ Im gefrorenen Zustand konnen verschiedene 
Kryospeicherelemente verschiedene Temperatur- oder Messpro- 
gramme durchlaufen. Es kann z. B. lokal ein Auftauen ausgelost 
werden, um eine Messung an der Probe durchzuf iihren . Die oben 
genannten Heizelemente konnen bei alien Ausf uhrungsf ormen er- 
findungsgemafier Speichersubstrate fur eine lokale Erwarmung 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Kryo.konservierung, bei dem auf einem 
Speichersubstrat eine Vielzahl von Proben angeordnet und posi- 
tionsspezif isch Probendaten, die fur Merkmale von jeweils ei- 
ner Probe charakteristisch sind, gespeichert werden. 

2. Verfahren gemaft Anspruch 1, bei dem die Probendaten 
auf dem Speichersubstrat an, neben oder unter der zugehorigen 
Probe gespeichert werden. 

3. Verfahren gemafi Anspruch 1 oder 2, bei dem als Proben- 
daten Inf ormationen zur Identif izierung der Proben, Informati- 
onen iiber Substanzmerkiaale der Proben, Messergebnisse und/oder 
Behandlungsschritte gespeichert werden. 

4. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
bei dem die Probendaten im gektihlten Zustand des Speichersub- 
strates gelesen und/oder geschrieben werden. 

5. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem jeweils eine Probe auf einem Probentrager" angeordnet und 
die zugehorigen Probendaten in einem Probendatenspeicher ge- 
speichert werden, wobei jeweils ein Probentrager und ein Pro- 
bendatenspeicher ein Verbundbauteil bilden, das z\ir Probenerit- 
nahme vom Speichersubstrat losbar ist. 

6. Verfahren gemafi Anspruch 5, bei dem eine Probe vom Sub- 
stratspeicher in Verbindung mit den gespeicherten Probendaten 
entnommen und auf ein anderes Substrat oder zu einer Mefi- oder 
Behandlungseinrichtung liberfiihrt wird. 
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14. Speichersubstrat gemafl einem der Anspriiche 12 oder 13, 
bei dem als Kryospeicherelement ein Formteil vorgesehen ist, 
das den Probentrager und den Probendatenspeicher umfasst. 

15. Speichersubstrat gemafl einem der Anspriiche 12 oder 13, 
bei dem als Kryospeicherelement ein integrierter Schaltkreis 
mit einem Speicher vorgesehen ist, der mit mindestens einem 
Probentrager zur Aufnahme jeweils einer Probe ausgestattet 
ist. 

16. Speichersubstrat gemafl Anspruch 15, bei dem der Proben- 
trager in den Aufbau des integrierten Schaltkreises integriert 
ist . 

17. Speichersubstrat gemafl Anspruch 16, bei dem der Proben- 
trager einen Kryobehalter aufweist. 

18. Speichersubstrat gemafl Anspruch 16, bei dem der Proben- 
trager mindestens eine schlaiich-, kapillar- oder kanalformige 
Probenkammer aufweist. 

19. Speichersubstrat gemafl Anspruch 16, bei dem der Proben- 
trager als kanalformige Probenauf nahme in einem Substrat des 
integrierten Schaltkreises vorgesehen ist. 

20. Speichersubstrat gemafl Anspruch 16, bei dem das Kryospei- 
cherelement einen Rechnerschaltkreis enthalt, mit dem die 
Funktion des Kryospeicherelements verwaltet wird und uber den 
das Kryospeicherelement nach auflen kommuniziert . 

21. Kryospeicherelement, das einen Probentrager fur eine Pro- 
be und einen Datenspeicher zur Speicherung von Probendaten um- 
fasst. 
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